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抗生素 对 仔猪 肠 道 微生物 的 影响 
x) S! Fie? Ju HU? 霍 永久 ! Æ gu! Eek! fom) MLA” 
(1. 扬 州 大 学 动物 科学 与 技术 学 院 ， 扬 州 225000; 2. 太 仓 市 金 诸 农业 发 展 有 限 公 司 ， 太 仓 
215400; 3. 江 苏 徐 淮 地 区 淮阴 农业 科学 研究 所 ， 淮 安 223001) 


摘 要: 本 研究 旨 在 从 肠 道 微生物 的 角度 探究 抗生素 的 作用 机 制 ， 为 今后 绿色 抗生素 蔡 代 品 
添加 剂 的 研究 提供 理论 基础 和 参考 。 试 验 选 用 6 头 30 日 龄 的 杜 x 长 x 大 三 元 杂交 去 势 公 猪 ， 
随机 分 为 2 组 ， 分 别 为 基础 饲 粮 组 〈 不 添加 抗生素 ) 和 抗生素 组 (基础 饲 粮 中 添加 0.12% 复 
合 抗生素 ) ， 每 组 3 个 重重 复 ， 每 个 重复 1 头 猪 。 试 验 期 为 35 d。 结 果 表 明 : 抗生素 组 肠 道 
微生物 物种 多 样 性 较 基 础 饲 粮 组 更 为 丰富 ， 抗 生 素 组 厚 壁 菌 门 〈Firmicute ) / 拟 杆 菌 门 
(Bacteroidetes) (F/B) 比例 较 高 ， 因 此 添加 抗生素 有 利于 仔猪 体内 脂肪 的 贮 在 ， 从 肠 道 微 


生物 的 角度 考虑 ， 抗 生 素 可 能 是 通过 促进 L7A E11、Flexispira、 凑 球菌 属 (Coprococcus ) 


A5 BL JS TAD Bel Fa CMitsuokella) ~ EER JE (Megasphaera) . RWA J CFaecalibacterium ) 
等 菌 属 从 而 发 挥 预防 疾病 、 提 高 成 活 率 和 促进 生长 的 作用 ; 使 用 PICRUSt 进行 功能 预测 ， 
抗生素 在 脂 类 生物 合成 和 蛋 白质、 甲烷 代谢 、 转 和 运 和 蛋白 、 转 录 因 子 、 转 录 机 制 、RNA 转运 和 
脂肪 酸 生物 合成 等 通路 中 发 挥 了 重要 的 作用 。 由 此 可 见 , 抗生素 可 以 通过 调节 仔猪 肠 道 微 生 
物 , 加 速 仔 猪 体内 脂肪 的 贮存 , 加 速 断奶 仔猪 对 粗 纤维 的 降解 作用 , 促进 短 链 脂肪 酸 的 生成 ， 
从 而 发 挥 预防 疾病 、 提 高 成 活 率 和 促进 生长 等 作用 。 
关键 词 : FF; 16S rRNA; 抗生素 ; 肠 道 微生物 


中 图 分 类 号 : S828 文献 标识 码 : 文章 编号 : 


在 过 去 的 几 十 年 ， 抗 生 素 在 畜牧 业 中 对 于 治疗 疾病 、 预 防 疾病 、 促 进 生 长 、 提 高 饲料 转 
化 效率 等 方面 效果 显著 "了 ， 对 养殖 业 的 发 展 起 到 巨大 的 推动 作用 。 然 而 近年 有 关 抗生素 的 
副作用 ,例如 长 期 饲 喂 抗生素 会 导致 抗生素 耐 药 基因 、 耐 药 菌株 的 增加 ,抗生素 在 亚 抑 菌 浓 
度 下 会 调控 细菌 基因 表达 以 及 冀 禽 内 源 性 感染 和 二 重 感染 等 问题 引起 了 人 们 对 抗生素 使 用 
的 重视 中 。 美 国 传染 病 学 会 (infectious disease society of America) 已 经 建议 美国 政府 限制 搞 
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生 素 在 农业 方面 的 使 用 四， 欧盟 也 已 经 禁止 用 抗生素 促进 动物 生长 丫 。 然 而 在 国内 ， 在 现代 
以 及 传统 农业 结合 的 生产 方式 下 由 抗生素 带 来 的 成 本 效益 ,使 得 众多 国内 的 畜牧 行业 不 得 不 
坚持 使 用 抗生素 。 
抗生素 的 作用 效果 明显 ， 目 前 人 们 认可 的 其 抗菌 机 制 主要 是 抗生素 能 抑制 细菌 胞 壁 合 
成 、 损 害 细 菌 胞 浆 膜 、 抑 制 细 菌 蛋白 合成 、 抑 制 核酸 合成 等 。 有 关 抗 生 素 促 生长 的 作用 机 制 
RRS, Francois! WI Visekt] 认 为 ， 抗 生 素 可 以 控制 动物 的 亚 临 床 感染 ， 降 低 对 动物 生 
长 有 抑制 作用 的 微生物 代谢 产物 ， 降 低微 生物 对 宿主 动物 的 养分 竞争 ， 使 动物 肠 壁 变 薄 ， 促 
进 营 养 物 质 吸 收 ， 从 而 促进 生长 。 也 有 研究 表明 ,抗生素 可 以 减少 胃 肠 道 乳 酸 杆菌 的 数量 从 
而 促进 动物 对 营养 物质 的 消化 吸收 馈 。Rosen 吧 总 结 认为 ， 抗 生 素 有 可 能 促进 有 益 菌 的 生长 ， 
从 而 抑制 有 害 菌 的 生长 。Dibner 等 上 研究 认为 ， 肠 道 微 生物 可 竞争 抵御 致 病菌 和 其 他 微 生 
物 在 肠 道中 的 定植 ， 激 活 宿主 肠 道 防御 体系 ,对 宿主 既 具 有 营养 作用 ， 也 会 与 宿主 争夺 营养 
物质 。 因 此 不 难看 出 ,抗生素 对 肠 道 微生物 的 影响 在 促 生 长 机 制 中 占有 重要 地 位 ， 许 多 学 者 
的 研究 也 证 明了 这 一 点 。 然 而 目前 国内 有 关 抗 生 素 对 肠 道 微生物 的 影响 研究 大 多 使 用 平板 计 
数 法 ， 只 能 对 极 少数 的 微生物 或 者 某 些 感 兴趣 的 微生物 进行 检测 。 随 着 PCR 技术 的 出 现 及 
核酸 研究 技术 的 不 断 完善 ，16s rRNA 基因 检测 技术 已 成 为 病原 菌 检测 和 鉴定 的 一 种 强 有 力 
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TT 
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肠 道 微生物 是 一 个 庞大 且 动 态 的 生态 系统 ， 随 着 研究 的 深入 ,， 肠 道 微 生物 不 仅 可 以 产生 
个 体 生命 活动 中 必 不 可 少 的 产物 ， 对 病原 体形 成 一 个 屏障 ， 而 且 在 肠 道 形态 、 免 疫 、 消 化 、 
调控 宿主 基因 表达 方面 发 挥 着 重要 的 作用 M1。 肠 道 微生物 可 以 协助 宿主 消化 代谢 、 合 成 维 
生 素 、 病 原 体 异 位 以 及 促进 免疫 系统 成 熟 由。 已 经 有 报导 证 实 ， 人 类 疾病 ， 如 肥胖 、 糖 尿 
病 、 肠 道 炎症 疾病 等 ， 都 与 肠 道 微生物 的 变化 密切 相关 中 。 对 于 猪 而 言 ， 肠 道 微生物 对 猪 
胃 上 肠 道 免疫 系统 的 发 展 有 重要 的 促进 作用 ， 同 时 也 和 腹泻 密切 相关 (中 。 养 分 有 效 性 、pH、 
氧化 还 原 电 位 以 及 肠 道 的 蠕动 都 会 影响 动物 肠 道 微生物 的 组 成 PP， 对 有 益 肠 道 微生物 群 的 
干扰 是 抗生素 的 一 个 潜在 的 作用 。 研 究 抗生素 对 微生物 群落 的 影响 对 全 面 了 解 饲 用 抗生素 带 
来 的 好 处 和 后 果 十 分 重要 。 因 此 ， 本 文 利用 16s rRNA 技术 对 比 添加 抗生素 和 不 添加 抗生素 
的 仔猪 肠 道 菌 群 组 成 , 则 在 从 肠 道 微生物 的 角度 再 次 探究 抗生素 的 作用 机 制 , 为 绿色 抗生素 
蔡 代 品 的 研究 提供 理论 基础 和 参考 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 动物 与 试验 设计 

试验 所 用 抗生素 为 复合 抗生素 ， 即 杆菌 肽 锌 与 萌 杆 菌 素 以 5: 1 混合 。 


II 四 


试验 在 江苏 省 江阴 定 山 猪 场 进行 。 试 验 选取 6 头 30 


随机 分 为 2 组， 分别 为 基础 饲 粮 组 〈 不 添加 抗生素 ) 和 抗生素 纪 


m re 


Vo 


Chinn 
C hinaA 


日 龄 的 杜 x 长 x 大 三 元 杂交 去 势 公 猪 ， 


日 《基础 饲 粮 中 添加 0.12% 复 


EMER) ， 每 组 3 个 重复 ， 每 个 重复 1 头 猪 。 试 验 期 为 33 d， 每 天 08:00 和 16:00 各 饲 喂 


E 


1 次 ， 


由 采 食 和 饮水 。 每 头 猪 按 猪 场 规定 接种 常规 疫苗 ， 猪 含 每 天 打扫 


2 次 ， 定 期 消毒 。 


基础 饲 粮 为 粉 状 配合 饲料 ， 参 照 NRC (2012) 猪 营 养 需 要 量 配 制 。 基 础 饲 粮 组 成 及 营养 水 


FIK 1. 


表 1 


Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) 


项 


目 Items 

原料 Ingredients 

玉米 Corn 

豆粕 Soybean meal 

Zk Wheat bran 

预 混 料 Premix” 

合计 Total 

营养 水 平 Nutrient levels” 
消化 能 Digestible energy/(MJ/kg) 
HEK Crude protein 
灰分 Ash 

#5 Calcium 

总 磷 Total phosphorus 
速效 磷 Available phosphorus 
赖 氨 酸 Lysine 


蛋氨酸 Methionine 


基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 ( 风 干 基 础 ) 


% 


含量 Content 
62.00 
25.00 
8.00 
5.00 
100.00 


13.05 
17.41 
4.51 
0.61 
0.68 
0.35 
0.99 
0.39 


D 每 千克 预 混 料 含 One kg premix contained: VA 1 125 000 IU, VD; 250 000 IU, VE 2 000 


mg, VK; 204mg, VB, 207 mg, VB, 600 mg, VBg 246 mg, VBj5 2.5 mg, 烟 


酸 nicotinic acid 


2475 mg, 泛酸 钙 calcium pantothenate 1 350 mg, 叶酸 folic acid 120 mg, EX biotin 5 mg, 


硫酸 铜 copper sulfate 19 500 mg, MRI 


145 mg, Wiz manganese sulfate 4 800 mg, 1i 


酸 钠 sodium selenite 


(1%) 33 mg， 毛 化 外 cobalt chloride 


IRES calcium iodate 


2 营养 水 平 为 计算 值 。Nutrient levels were calculated values. 


12 履 罕 与 样品 采集 


在 试验 的 最 后 1d (仔猪 65 日 龄 ) ， 将 6 头 试验 猪 全 部 屠宰 ， 打 开 腹 腔 ， 分 离 结肠 ， 


KEk ferrous sulfate 22 500 mg, MIRY zinc sulfate 14 


(5%) 100mg, Wr 


(1%) 5 mg. 


EA 
AN 


取 结 肠 食 麻 于 1.5 mL 灭 菌 冻 存 管 ， 迅 速 置 于 液 氮 保 存 ， 用 来 测定 微生物 组 成 。 


1.3 


结肠 食 糜 微生物 区 系 分 析 


T 


f1 


HH 


rH 


NY, 


采用 微生物 DNA 抽 提 试剂 盒 《 德 国 
琼脂 糖 凝 胶 电泳 进 
可 变 区 。 


，QIAGEN 公司 ) 提取 100 mg 样品 基 
L 体 步骤 按说 明 书 操作 。 利 用 Thermo NanoDrop 2000 紫外 微量 分 光 光 度 计 (美国 ) 和 1% 
引物 序列 为 上 游 : 


index 序列 和 接头 序列 ， 完 成 特异 忆 


因 组 DNA, 
行 总 DNA JE. 将 提取 的 DNA 作为 模板 ，PCR 扩 增 16S rDNA V3~V4 


338F S-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3' ; 


下 游 : 


806R 
E 引 物 的 设计 。PCR 扩 增 体系 (20 uL) : 5xFastPfu Buffer 
4 uL. 2.5 mmol/L dNTPs2 HL， 上 上、 下 游 引 物 (5 pmol/L) 各 0.8 pL, FastPfu Polymerase 0.4 
uL, DNA 模板 10 ng。PCR 扩 增 条 伯 
个 循环 ， 最 后 72 “CC 延伸 5 min. H 


5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'。 在 通用 引物 的 5' 端 加 上 适合 HiSeq2500 PE250 测序 的 


HERI WORF (SEE, AXYGEN 公司 ) 切 胶 


EA: 95°C2 min，95 'C30s, 55 °C30s, 72°C308, 25 

2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 PCR 产物 ， 并 用 AxyPrep DNA 

回收 PCR 产物 。 回 

2000 紫外 微量 分 光 光 度 计 (美国 ) 和 2963 HR Ba SEE E 
Illumina MiSeq 平台 进行 上 机 测序 。 


收 后 , 利 


测序 后 首先 对 原始 数据 进行 质 # 


相似 度 的 标准 聚 类 ， 


H Thermo NanoDrop 
电泳 进行 文库 质 检 。 根 据 标 # 
45] Clean reads, H 


协议 使 


用 


H Usearch (v7.0.1090) #14 
得 到 操作 分 类 单元 (operational taxonomic units, OTU) ， 每 个 OTU 被 
H Qiime 软 伯 
平 参数 ， 利 


F 对 数据 
EF， 做 Alpha €f 


的 Reads 进行 随机 抽 乎 处 到 
E 
H Qiime 软件 对 得 到 的 


进行 去 从 合 体 和 聚 类 的 操作 ,Usearch RAR, 先 将 Reads 按照 丰 度 从 大 到 小 排序 , 通过 97% 
类 
认为 可 代表 1 个 物种 。 接 下 来 对 每 个 样品 
序列 。 然 后 使 


指数 的 稀释 | 


EE， 并 提取 对 应 的 OTU 

线 ， 根 据 稀 释 曲线 选 择 合理 
平 后 的 OTU 进行 分 析 ， 首 先 从 OTU 中 分 别提 取 1 条 
Read 作为 代表 序列 ， 使 用 RDP 方法 ， 将 该 代表 序列 与 16S 数据 库 比 对 ， 从 而 对 每 个 OTU 
该 OTU 丰 度 表 进 行 后 续 分 析 。 


1.4 数据 统计 与 分 析 


里 的 抽 
进行 物种 分 类 。 归 类 后 ， 根 据 每 个 OTU 中 序列 的 条 数 ， 从 而 得 到 OTU 丰 度 表 ， 最 后 根据 


本 研究 中 组 间 显 著 折 
差异 ， 并 使 


昌 伪 发 


差异 分 析 是 通过 统计 学 的 方法 检验 2 2] 


软件 〈 秩 和 检验 、Fishers 精确 检验 、- 


M (false discovery rate, FDR) 评估 差异 的 显著 ' 
以 筛选 出 导致 2 组 样品 组 成 差异 的 物种 。 本 分 析 分 别 在 
行 组 间 显 著 性 差异 分 析 。 使 


Pr. P EFE 


j 


日 样品 间 微 生物 群落 丰 度 的 
J 


s2 


£| 


E. 从 检验 结果 中 ， 可 
bj. H ^ fl. 属 `y 种 分 

H Metastats (http://metastats.cbcb.umd.edu/) 软件 或 者 R (v3.0.3) 

E 通 过 R (v3.0.3) 软件 包 

Benjamini-CHochberg) 。 

2 


结果 与 分 析 


级 进 


FE 方 检验 、t 检验 、 方 差 检验 ) EIT ZA [HD ee A 
1 的 p.adjust 进行 ， 校 正方 法 为 “BH7” CB 


差异 分 


I 


£* Ie aver BB 
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2.1 OTU 及 其 丰 度 分 析 

拼接 的 Clean reads 经 过 优化 后 ， 在 97% 相 似 度 下 将 其 聚 类 为 用 于 物种 分 类 的 OTU, 26 
羊 品 共产 生 457 A OTU, PAER OTU 统计 见 表 2， 将 每 个 样品 的 OTU 个 数 进行 Venn 
分 析 ， 展 示 OTU 的 重合 情况 ， 如 图 1 所 示 ， 基 础 饲 粮 组 和 抗生素 组 共有 288 ^ OTU, Hi4 
素 组 的 特有 OTU 有 145 个 ， 而 基础 饲 粮 组 的 特有 OTU 只 有 24 个 。 对 2 组 中 的 OTU 进行 
Alpha 多 样 性 分 析 ， 图 2 中 分 别 描述 了 observed species 指数 、chao 指数 、ace 指数 、shannon 
指数 以 及 simpson 指数 ， 抗 生 素 组 在 前 面 4 个 指数 中 均 明 显 高 于 基础 饲 粮 组 ,在 最 后 一 个 指 
数 中 明显 低 于 基础 饲 粮 组 ， 说 明 抗 生 素 组 中 的 物种 更 丰富 。 这 也 再 次 验证 了 图 1 Venn 分 析 
中 ， 抗 生 素 组 的 特有 OTU 更 多 的 结果 。 
表 2 样品 OTU 统计 
Table 2 The sample’s OTU statistics 


FH 


样品 Tag 数 OTU 数 
Sample The number of Tag The number of OTU 
抗生素 1 Antibiotic 1 12 671 336 
抗生素 2 Antibiotic 2 16 152 364 
抗生素 3 Antibiotic 3 19 607 373 
基础 饲 粮 1 Basic diet 1 24 046 247 
基础 饲 粮 2 Basic diet 2 14 536 219 
基础 饲 粮 3 Basic diet 3 26 291 233 


Tags 数 : 样品 中 能 和 OTU 代表 序列 对 比 上 ， 并 且 OTU 具有 注释 结果 的 Tags 的 总 数 。 
样品 中 1,2,3: 分 组 中 的 3 个 重复 个 体 。 


The number of Tag: some sequence of the sample can be matched with OTU representative 


sequences, and OTU has the annotation results, the total sum of these sequences. 1,2,3 in the 


sample: three repeats in the group. 


A 抗生素 组 


图 1 OTU Venn 分 析 
Fig.l The Venn analysis of OTU 
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盒 形 图 可 以 显示 5 个 统计 量 ( 最 小 值 ， 第 1 个 四 分 位 数 ， 中 位 数 ， 第 3 个 中 位 数 和 最 大 


值 ， 即 由 下 到 上 的 5 条 线 ) 。 


Five statistics can be displayed in the box diagram (minimum value, the first quartile, median, 


the third median and maximum value, they are five lines from bottom to top). 


图 2 组 间 Alpha 多 样 性 盒 形 图 


Fig.2 Alpha diversity box shape among 


groups 


物种 的 多 样 性 包含 2 个 方面 , 即 样品 所 含 物种 的 丰富 程度 和 均匀 度 。 我 们 利用 每 个 OTU 


在 PCA 中 如 果 2 个 样品 距离 越 近 ， 则 表示 这 2 个 样品 的 组 成 


线 相 似 ， 如 图 


在 每 个 样品 的 相对 丰 度 ， 进 行 OTU 的 主 成 分 分 析 Cprincipal component analysis, PCA) 。 


3 所 示 ， 在 PCA 


中 ，2 组 样品 很 明显 的 被 区 分 开 ， 说 明 2 组 样品 的 微生物 结构 及 丰 度 明显 不 同 。OTU Rank 


线 也 说 明了 这 个 结果 ， 如 图 4 所 示 ， 抗 生 素 组 3 个 个 体 的 横 轴 长 度 较 基础 饲 粮 组 更 宽 ， 曲 


线 也 较 基 础 饲 粮 组 更 平坦 ， 说 明 抗 生 素 样品 中 物种 组 成 越 丰富 ， 物 种 均匀 度 也 越 高 。 
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图 中 每 个 点 分 别 表 示 每 个 样品 ， 不 同 颜色 代表 样品 属于 不 同 的 分 组 。 


Each point in the graph represents each Sample, and the different colors represent the 


different samples. 


图 3 主 成 分 分 析 


Fig.3 Principal component analysis 
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OTU Rank Curve 
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图 4 OTU Rank 曲线 图 
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Fig.4 The graph of OTU Rank 


2.2 ”物种 及 其 丰 度 分 析 
通过 与 数据 库 进行 比 对 ， 对 OTU 3 


行 物种 分 类 并 分 别 在 门 、 纲 、 目 、 科 、 属 、 种 几 个 


分 类 等 级 对 各 个 样品 作物 种 profiling 柱状 图 (图 5) , 44 LEFSE 分 析 图 (图 6) ， 在 门 水 
平 上 ，2 组 的 微生物 组 成 结构 如 图 6 所 示 。 根 据 测 序 结果 ， 在 门 水 平 上 ， 占 主导 作用 的 主要 


ÆRET] (Actinobacteria) 、 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes) ~ W] (Cyanobacteria) ~ JF 


壁 菌 门 (Firmicutes) 、 梭 杆菌 门 (Fusobacteria) . Æ Æ Kil] (Proteobacteria) 及 螺旋 体 门 


( Spirochaetes) 等 〈 丰 度 大 于 05%) 。 抗 生 素 组 的 Spirochaetes 、 6 -变形 菌 纲 


(Deltaproteobacteria)、B -变形 菌 (Betaproteobacteria) 的 丰 度 显著 高 于 基础 饲 粮 组 (P<<0.05 )， 


Actinobacteria 和 Cyanobacteria 的 丰 度 显著 低 于 基础 饲 粮 组 C(P<0.05) 。 其 中 Spirochaetes、 
Actinobacteria 和 Cyanobacteria 的 丰 度 超过 0.5% 。 另 外 在 抗生素 组 中 多 出 了 衣原体 门 
(Chlamydiae) . JEET] CVerrucomicrobia) 和 WPS-2 等 。 在 属 水 平 上 ，2 组 的 微生物 组 


成 结构 如 图 6 所 示 , 排 在 前 5 名 的 是 普 雷 沃 菌 属 CPrevotella) 、 巨 球 型 菌 属 (Megasphaera) 、 


链球 菌 属 (Streptococcus) 、 和 柔嫩 菌 属 (Faecalibacterium) TISSUE CAnaerovibrio) 。 


u 


抗生素 组 的 L7A E11、Flexispira、 凑 球菌 属 (Coprococcus) 、 毛 螺 菌 属 (Lachnospira) 、 


Sphaerochaeta、 密 螺旋 体 属 (Treponema) ~ CF231«. Parabacteroides 、 权 状 芽孢 杆 
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(Clostridium) ~ Butyricicoccus Jk BW va J (Oscillospira) 显著 高 于 基础 饲 粮 组 CP<0.05) ， 


而 Mitsuokella. Megasphaera, Faecalibacterium. Oribacterium. J EK iJ (Butyrivibrio) ~ 


Collinseella 及 棒状 杆菌 (Corynebacterium) 显著 低 于 基础 饲 粮 组 CP <0.05) 。 其 中 


N 


Faecalibacterium, E! 5%) (Megasphaera) ~ JG RA) CMitsuokella) ~ Oribacterium. CF231、 


Coprococcus 及 Treponema 的 丰 度 超过 0.596. 


除 此 之 外 ， 本 研究 还 筛选 出 在 其 他 水 平 上 既 满足 丰 度 大 于 0.5%， 又 在 2 组 中 差异 显著 


的 菌 种 C(P<0.05) ,如 在 纲 水 平 上 只 有 4C0d 2 在 基础 饲 粮 组 显著 高 于 抗生素 组 (P<0.05) ; 
目 水 平 上 基础 饲 粮 组 的 标记 微生物 为 YS2， 抗 生 素 组 为 螺旋 体 目 〈Spirochaetales) ; 在 科 水 
平 上 基础 饲 粮 组 的 标记 微生物 为 韦 荣 球菌 科 (C Veillonellaceae ) 、 抗 生 素 组 为 


y 


Christensenellaceae、 毛 螺 菌 科 (Lachnospiraceae) 、 消 化 链球 菌 科 (Peptostreptococcaceae) ~ 


RF16, S24 7、 螺旋 体 科 (Spirochaetaceae ); 在 种 水 平 上 基础 饲 粮 组 的 标记 微生物 为 柔嫩 
T£ WWE CFaecalibacterium prausnitzii) ~ ARÉ KRE Cprevotella_copri) ， 而 抗生素 组 为 
Butyricicoccus pullicaecorum ~ Coprococcus catus ~ 生 ME E A RR 


(Ruminococcus_flavefaciens) 。 物 种 在 不 同 水 平 上 的 热 图 (图 7) 也 与 之 结果 一 致 。 


100 Bd ' : 100 2 Las = 
Iii Actinobacteria 国 4C0d-2 国 Aeromonadales 
Bi Bacteroidetes 国 Bacilli 国 Bacteroidales 
Bl Chlamydiae 国 Bacteroidia Bi Clostridiales 
Bi Cyanobacteria Bi Clostridia Bi Erysipelotrichales 
80 B Firmicutes 80 E  Erysipelotrichi 80 E Lactobacillales 
3 DB Fusobacteria g E Gammaproteobacteria < L1 Spirochaetales 
z= E Proteobacteria 二 Bi Spirochaetes = 国 YS2 
g EŒ Spirochaetes n @ Unclassified 2 @ Unclassified 
= 60 国 TM7 60 E Others(<0.5%) c 60 El Others(<0.5%) 
s E Tenericutes m B 
c E Verrucomicrobia = = 
a B WPS-2 a a 
S. Aj B Unclassified 9 40 S 20 
2 g 2 
E E 
É L2 ha 
20 20 20 
EErEE oh Bom om BR “RRR ZEB 
t &£ tow W og 24 og ogg z £ z wm 
EE Hi 日 日 日 素 素 素 日 日 日 BR 泰 泰 日 日 日 
1 2 mom m 1 2 3 mmu 1 2 3 8 B & 
1 2 3 T 2 3 1 2 3 
100 FERE . T TN ERR LS as 100 paiia 
国 Christensenellaceae E Anaerovibrio Ii Bulleidia p-1630-c5 
Æ Clostridiaceae Bi Blautia Æ Butyricicoccus pullicaecorum. 
M Erysipelotrichaceae El Bulleidia 国 Coprococcus catus 
Bl Lachnospiraceae Bi Butyricicoccus Bi Coprococcus eutactus 
80 El Lactobacillaceae 80 E CF231 80 El Faecalibacterium prausnitzii 
E i Mogibacteriaceae © 回 Catenibacterium Key EJ Lactobacillus reuteri 
e M Paraprevotellaceae 二 lll Coprococcus © M Prevotella copri 
8 E Peptostreptococcaceae 8 EI Dialister g m Prevotella_stercorea 
č 60 El Prevotellaceae = 60 E Dorea € 60 El Ruminococcus_flavefaciens 
g 国 RF16 g E Faecalibacterium s Bi Streptococcus luteciae 
= 国 Ruminococcaceae = B Lactobacillus E m Unclassified 
a 国 S24-7 a 国 Megasphaera a Bi Others(<0.5%) 
E. 40 E Spirochaetaceae E 40 E Mitsuokella © 40 
= Œ Streptococcaceae > @ Oribacterium g 
E: El Succinivibrionaceae € @ Oscillospira Ei 
oO 国 Veillonellaceae oO Bl Phascolarctobacterium “© 
b m Unclassified m Bi Prevotella a 
20 El Others(<0.5%) 20 El Roseburia 20 
El Ruminococcus 
El Streptococcus 
Œ Succinivibrio 
UR m oW EEES OR m oW m HO n Unasi OR RR E 
E1Unclassif 
£z o£ ¢ wow oW £ 生生 E E B 口 Others(<0.59%0) £ £u 
RR Li BHB 素 R 村 日 日 日 素 素 素 日 日 日 
1 2 mom. m 1 2 ARR 123 m m OB 
Ye E: 12 8 12 3 


门 水 平 为 所 有 物种 的 柱状 图 ， 从 纲 水 平 开始 ， 物 种 丰 度 均 高 于 0.5% 其 余 全 部 合并 成 


Others 。 
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Phylum level for all species, starting from the class level, the species richness was higher 


than 0.5%, which less than 0.5% were all merged into Others. 


图 5 样品 在 不 同 分 类 水 平 中 物种 profiling 柱状 图 


Fig.5 Species profiling histogram of samples in different classification level 


ae 


-6.0 -4.8 -3.6 -2.4 -1.2 0.0 12 24 36 48 60 
LDA SCORE (log 10) 


左 图 中 为 LEfSE 聚 类 树 ， 不 同 颜色 表示 不 同 分 组 ， 不 同 颜色 的 节点 表示 在 该 颜色 所 代 


表 的 分 组 中 起 到 重要 作用 的 微生物 群 ， 一 个 颜色 圈 点 代表 一 个 biomarker〈 组 间 在 丰 度 上 存 


在 显著 差异 的 物种 ) ， 中 间 图 例 为 biomarker 名 称 。 黄 色 节 点 表示 的 是 在 不 同 分 组 中 没有 起 


到 重要 作用 的 微生物 类 群 。 右 图 为 差异 显著 物种 集合 (P<0.05) 。 


The left figure is LEfSE cluster tree, different colors represent different groups, and node 
with different colors represents the microbiota which plays an important role in the group. A color 
dots represents a biomarker, the middle legend is the name to biomarker. The yellow node 
represents microorganism that do not play an important role in different groups. The right figure is 


the significant different species (P<0.05) . 


6 LEFSE 分 析 图 


Fig.6 LEFSE analysis chart 
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黑 框 中 为 2 组 的 差异 物种 。 


The different species between the 
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two groups are in the black box. 


7 不 同 水 平 物种 丰 度 热 图 
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Fig. 7 The species abundance infraredimages of different levels 


2.8 抗生素 组 对 比 基 础 饲 粮 组 16S 功能 预测 
日 中 微生物 的 功能 ， 使 用 PICRUSt 对 其 进行 功能 预测 。 


为 了 比较 抗生素 组 和 基础 饲 粮 纪 


如 图 8 所 示 , 抗生素 组 在 脂 类 生物 合成 蛋白 质 、 甲 烷 人 代谢、 转运 恒 


Ay 转录 


发挥 更 大 的 功能 。 


RNA 转运 、 脂 肪 酸 生 物 合成 等 通路 


大 


子 、 转 录 机 制 、 
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图 8 


16S 功能 预测 


Fig.8 16S function prediction 


3.1 抗生素 对 仔猪 肠 道 菌 群 结构 的 影响 


肠 道 是 一 个 复杂 的 微 生 态 系统 , 在 肠 道 黏膜 表面 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


大 量 的 微生物 菌 群 定植 。 动物 在 健康 


状态 下 , 其 肠 道 微生物 处 于 动态 平衡 状态 , 这 些 长 期 定植 在 动物 肠 道 的 
境 的 重要 组 成 部 分 而 存在 中 。 肠 道 微生物 菌 群 通过 定植 肠 道 ， 增 加 抵 


病原 菌 的 入 侵 门 。 也 可 通过 增强 机 体 对 病原 菌 的 免疫 应 答 和 阻止 病原 菌 在 肠 道 的 附着 ， 帮 


微生物 作为 肠 道 内 环 
抗力 ， 帮 助 机 体 防 御 


助 机 体 免 受 外 来 病原 菌 感 染 5。 研 究 证 实 ， 无 菌 动物 比 肠 道内 微生物 菌 群 正常 的 动物 更 容 
DEARER, KAP, 肠 道 微生物 的 结构 确实 因为 抗生素 的 添加 与 否 发 生 了 改 


变 , 抗生素 组 的 肠 道 微生物 多 样 性 明显 


素 的 促 生 长 作用 是 源 


其 对 肠 道 微生物 的 抑 


BI EFA © MG Y 


我 们 可 EAR 


高 于 基础 饲 粮 组 。 长 期 以 来 , 人 们 一 直 认 为 饲 用 抗 生 


EMI, 抗生素 可 能 是 通 


过 抑制 菜 些 有 害 菌 ， 从 而 给 更 多 有 益 菌 增加 了 繁殖 的 空间 ， 最 终 发 挥 作用 。 
本 试验 结果 表明 ， 无 论 在 何 水 平 ， 热 图 的 聚众 分 析 均 将 3 个 抗生素 个 体 聚 在 一 起 ,将 3 
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个 基础 饲 粮 个 体 聚 在 一 起 ， 说 明 2 个 组 内 的 菌 群 整体 不 存在 明显 差异 ， 而 组 间 差 异 显著 ， 试 
验 分 组 合理 。 在 门 水 平 上 ,无 论 是 基础 饲 粮 组 还 是 抗生素 组 肠 道中 的 优势 菌 群 都 是 Firmicutes 


和 Bacteroidetes, 值得 关注 的 是 Firmicutes 和 Bacteroidetes 都 是 发 酵 多 糖 的 主力 军 , Ley 等 Ps 
和 Turnbaught"" 等 比较 了 胖 鼠 和 瘦 鼠 盲肠 内 容 物 的 菌 群 ，Lay EUR eE T EARE A AE 
的 菌 群 ， 结 果 一 致 表 明 胖 个 体 的 Bacteroidetes 丰 度 较 低 ， 而 Firmicutes 的 丰 度 较 高 ， 且 
Firmicute/Bacteroidetes(F/B) 比 例 在 胖 个 体 中 偏 高 。 特 别 是 当 肠 道内 F/B 比例 较 高 ， 宿 主 摄 取 
食物 中 能 量 的 能 力 会 加 强 ,体内 脂肪 的 贮存 也 会 加 剧 户 ]。Biickhed 等 中 eI 用 发 现 无 菌 鼠 接种 多 
JÉ Bacteroidetes 后 其 体 脂肪 显著 增加 了 23%, 但 增加 的 幅度 小 于 接种 盲肠 混合 微生物 的 ( 含 
有 高 比例 的 Bacteroidetes) ， 这 说 明 Bacteroidetes 有 促进 脂肪 沉积 的 作用 ， 这 可 能 与 
Bacteroidetes 能 分 解 植物 多 糖 有 关 ， 但 促进 脂肪 沉积 的 效果 不 如 Firmicutes 高 的 细菌 群体 。 


=> Firmicutes 与 Bacteroidetes 两 者 可 能 存在 一 种 协同 的 共生 关系 ， 高 F/B 比例 可 能 更 易 促进 宿 
~N xU fERERR. MARA H DE — E SkA A WTA 5 HIN Bacteroidetes 及 F/B 比 
=p 

im 例 相 关 ， 他 们 认为 调控 肠 道 微生物 可 作为 控制 猪 脂 肪 沉积 的 途径 之 一 。 根据 本 试验 数据 ， 抗 


生 素 组 的 F/B 比例 为 2.21, 基础 饲 粮 组 的 F/B 比例 为 1.79, 因此 本 研究 推测 添加 抗生素 有 利 
于 仔猪 体内 脂肪 的 贮存 。 


在 属 水 平 上 ,抗生素 组 的 L74 E11, Flexispira. Coprococcus» Lachnospira ~ Sphaerochaeta « 


I 


Treponema, CF231、Parabacteroides、Clostridium、Butyricicoccus 和 Oscillospira 显著 高 


基础 饲 粮 组 ， 而 抗生素 组 的 Mitsuokella、Megasphaera、Faecalibacterium、 Oribacterium、 


Butyrivibrio ~ Collinseella, Corynebacterium 显著 低 于 基础 饲 粮 组 。 其 中 Treponema x 


O Coprococcus, Lachnospira 8d L7A E11 与 粗饲料 中 果 胶 降解 密切 相关 ， 能 通过 促进 瘤 骨 微 生 
物 蛋 白质 合成 ， 进 而 提高 动物 生产 性 能 趾 。Clostridium 是 丁 酸 产生 的 主要 菌 ， 微 生物 发 酝 
产生 的 短 链 脂肪 酸 ， 特 别 是 丁 酸 , 在 维持 宿主 健康 和 疾病 预防 上 发 挥 着 重要 的 作用 ， 它 可 以 
向 宿主 结肠 上 皮 细 胞 提供 比 葡萄 糖 更 优化 的 碳 源 和 氮 源 ,不 仅 能 促进 肠 上 皮 细 胞 的 生长 ,加 
速 受 损 肠 黏膜 的 修复 , 还 能 生理 性 地 调控 肠 上 皮 细 胞 的 基因 表达 , 有效 地 抑制 肠炎 和 结肠 直 
aR REY, Oscillospira 是 一 种 较 难 培养 的 厌 氧 菌 ， 常 见于 草食 动物 肠 道中 情 ， 姬 玉 妖 
CVE, Oscillospira 为 环 江 香 猪 结肠 内 容 物 中 的 优势 菌 属 ， 这 与 其 耐 粗 饲 有 很 大 关系 。 
相反 动 植物 致 病 性 Corynebacterium 会 引起 家 畜 各 种 器 官 部 位 的 化 脓 性 感染 和 小 麦 等 农作物 
的 溃疡 、 蓉 芒 疾 病 等 C 51。 因此 抗生素 可 能 是 通过 对 部 分 有 益 菌 的 促进 作用 ， 抑 制 部 分 有 害 
菌 从 而 发 挥 自身 的 作用 。 
32 ”抗生素 组 引起 的 功能 通路 变化 
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本 研究 中 用 到 的 抗生素 为 杆 戎 肽 锌 和 符 杆 菌 素 。 杆 梢 肽 锌 属 多 肽 类 抗生素 , 对 革 兰 阳性 
菌 有 具有 杀菌 作用 ， 其 机 制 主 要 为 抑制 细菌 的 细菌 壁 合 成 ， 也 能 与 敏感 细菌 的 细胞 膜 结合 ， 损 
伤 细胞 膜 的 完整 性 ， 导 致 细胞 内 重要 物质 外 流 。 它 可 以 促进 畜 禽 生长 ， 提 高 饲料 转换 率 。 符 
杆菌 素 为 抗 革 兰 阴性 杆菌 抗生素 ， 具 有 杀菌 作用 ， 对 大 多 数 革 兰 阴性 杆菌 有 较 强 抗菌 作用 ， 
杆菌 肽 锌 与 攻 杆菌 素 有 协同 抗菌 作用 ， 作 用 于 仔猪 具有 预防 疾病 、 提 高 成 活 率 、 促 进 生长 的 
作用 。 本 研究 中 ， 通 过 16S 功能 预测 ， 发 现 抗生素 组 在 脂 类 生物 合成 蛋白 质 、 甲 烷 代 谢 、 
转运 蛋白 、 转 录 因 子 、 转 录 机 制 、RNA 转运 、 脂 肪 酸 生 物 合 成 等 通路 中 发 挥 更 大 的 功能 。 
猪肉 作为 人 类 最 常见 的 肉 类 食品 之 一 , 脂肪 是 必 不 可 少 的 组 成 成 分 , 皮下 脂肪 也 是 肉 品 加 工 
的 重要 原料 ， 可 以 为 人 类 提供 必需 脂肪 酸 ， 并 协助 脂 溶性 维生素 和 胡萝卜 素 的 吸收 "I。 对 
脂 类 生物 合成 蛋白 质 及 脂肪 酸 生 物 合成 等 通路 的 促进 作用 , 有益 于 仔猪 脂肪 的 合成 。 甲 烷 是 
重要 的 温室 气体 ， 在 集约 化 饲养 的 猪 舍 ， 猪 本 身 的 呼吸 和 舍 内 凑 便 会 排放 大 量 的 温室 气体 ， 
如 何 科学 有 效 地 处 理 利 用 猪 场 装 便 污水 , 控制 环境 污染 和 养 便 管 理 过 程 中 产生 的 甲烷 等 温室 
气体 排放 ， 已 成 为 社会 关注 的 问题 中 。 加 速 甲烷 气体 的 代谢 可 能 也 是 添加 抗生素 的 一 个 洪 
在 作用 。 
4 结 论 

QD 抗生素 组 肠 道 微生物 物种 多 样 性 较 基础 饲 粮 组 更 丰富 , H F/B 比例 较 高 , 因此 添加 抗 
生 素 有 利于 仔猪 体内 脂肪 的 贮存 。 


所 抗生素 可 能 是 通过 增加 L7A Ell. Flexispira 、 Coprococcus ~ Lachnospira ~ 


IE: 


= 


Sphaerochaeta , Treponema, CF 231. Parabacteroides , Clostridium, Butyricicoccus fl! Oscillospira 


等 有 益 菌 属 , 抑制 Mitsuokella. Megasphaera, Faecalibacterium, Oribacterium., Butyrivibrio、 
Collinseella, Corynebacterium 等 菌 属 ， 从 而 发 挥 预防 疾病 、 提 高 成 活 率 、 促 进 生 长 的 作用 。 

GB 16S 功能 预测 ， 发 现 抗生素 在 脂 类 生物 合成 蛋白 质 、 甲 烷 代 谢 、 转 和 运 和 蛋白 、 转 
录 因 子 、 转 录 机 制 、RNA 转运 和 脂肪 酸 生物 合成 等 通路 中 发 挥 了 重要 的 功能 。 
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Effects of Antibiotics on Intestinal Microorganisms of Piglets 
LIU Ying! WANG Haibin® ZHOU Gang! HUO Yongjiul DONG Li WANG Haifeil 
BAO Wenbin' YU Lihuai" 
(1. College of Animal Science and Technology, Yangzhou University, Yangzhou 225000, China; 2. 
Taicang JinChu Agricultural Development Co., Ltd., Taicang 215400, China; 3. Huaiyin 


Agricultural Science Research Institute of Jiangsu Xuhuai Region, Huai’an 223001, China) 


Abstract: The experiment was aimed to explore the mechanism of antibiotics from the perspective 
of intestinal microbes, and to provide theoretical basis and reference for the future research of 
green antibiotic alternative. Six DurocxLandracex Yorkshire crossbred castrated boars pigs at 30 
days of age were selected, and randomly divided into two groups: basal diet group (without 
antibiotic) and antibiotic group (basal diet supplemented with 0.12% compound antibiotics), each 
group contained 3 replicates and 1 pigs in each replicat. The experimental lasted for 35 days. The 
results showed that the intestinal microbial species diversity of antibiotic group was more than that 
of the basal diet group; the ratio of Firmicute/Bacteroidetes (F/B) of antibiotic group was higher 
than basal diet group, therefore, the addition of antibiotics was conducive to the storage of fat in 
piglets; from the perspective of intestinal microflora, antibiotics may through promoting L7A_E/1/, 
Flexispira and Coprococcus et al. and inhibiting Mitsuokella, Megasphaera and Faecalibacterium 
et al. to prevent disease, improve survival rate and promote growth; using PICRUSt to predict the 
function, antibiotic played an important role in lipid biosynthesis protein, methane metabolism, 
transport protein, transcription factor, transcription mechanism, RNA transport, fatty acid 
biosynthesis and other pass way. In conclusion, antibiotics can through regulate intestinal 
microflora of piglets to accelerate fat storage, accelerate the degradation of coarse fiber in piglets, 
promote the production of short chain fatty acids, and ultimately help to prevent disease, improve 
survival rate and promote growth. 
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